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RESUMO - Particulas argilominerais apresentam inimeras aplicacbes na
industria farmacéutica. Apesar de serem biotecnologicamente empregadas, seus
efeitos sobre células-tronco da crista neural (CN) permanecem desconhecidos.
Considerando estes aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi -caracterizar
quimicamente particulas argilominerais (bentonita) extraidas da regido Sul de
Santa Catarina, assim como verificar sua influéncia sobre a viabilidade e
sobrevivéncia das céelulas-tronco da CN. Para tal, essas particulas argilominerais
foram caracterizadas por difracdo de raios-X e ensaios fisico-quimicos. A
viabilidade e morte das células foram determinadas por MTT e analise dos
nacleos picnoticos, respectivamente. Nossos resultados demonstraram que
particulas argilominerais (bentonita 0,6 mg/mL) ndo influenciam a viabilidade e a
sobrevivéncia celular. Considerando as propriedades farmacoldgicas da bentonita,
outros estudos deverdo ser realizados com o intuito de avaliarmos seus efeitos em
terapias envolvendo células-tronco.

1. INTRODUCAO

Bentonitas sdo argilas constituidas por particulas argilominerais. Estruturalmente séo
formadas por duas camadas de tetraedros de silicio e uma camada de octaedro de aluminio
(Bhuiyan et al., 2013). Possuem propriedades de capacidade de troca catidnica, adsorcéo,
condutividade hidraulica e inchamento (Hanuldkovd et al.,, 2013). Devido a estas
propriedades, as bentonitas sdo utilizadas para reduzir efeitos colaterais provocados por
diversos farmacos (Abbes et al., 2008; Kevadiya, 2012). Além disso, suas propriedades
quimicas auxiliam na cura de feridas, aliviam irritacGes, protegem a pele contra substancias
quimicas ou fisicas e auxiliam no tratamento de distarbios gastrointestinais (Lopez-Galindo e
Viseras, 2004; Valenti et al., 2012).

Embora ja existam estudos sobre o efeito da bentonita em uma variedade de tipos
celulares (Abbes et al., 2008; Zhang et al., 2010), ndo ha informagdes disponiveis sobre os
efeitos deste material em células-tronco da crista neural (CN). As células da CN surgem
durante o desenvolvimento dos vertebrados (Dupin et al., 2007) e sdo responsaveis pela
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formacdo de tecidos Gsseos e cartilaginosos, além de originarem o sistema nervoso periférico
(Avery et al., 2014).

Considerando estes aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar quimicamente
particulas argilominerais (bentonita) extraidas de Santa Catarina, assim como verificar sua
influéncia sobre a viabilidade e sobrevivéncia das células-tronco da CN.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Amostras de bentonita: foram coletadas no municipio de Criciima, Santa Catarina,
regido Sul do Brasil. Apds coletadas, as amostras foram lavadas com agua destilada para
remocdo de impurezas e, em seguida, secas em estufa a 60 °C, durante 8 horas.

Cultura de células: culturas de células da CN de codornas foram realizadas conforme
indicado por Trentin et al. (2004). Os animais foram mantidos sob condigdes laboratoriais
padronizadas, de acordo com o guia para o cuidado e uso de animais (NIH Publication No.
85-23, revisado 1985). Esses estudos foram aprovados pelo Comité de Etica local de Pesquisa
Animal (n° 103 e 787 CEUA/UFSC).

2.2. Métodos

Caracterizagdo das bentonitas: (A) Difracdo de Raios-X (DRX): as medidas foram
realizadas em um difratdmetro Philips, modelo X’pert, com radiagdo cobre Ka (A= 1,5418 A),
poténcia de 40 kV e 30 mA.(B) Caracteristicas fisico-quimicas: foram realizadas por
diferentes técnicas laboratoriais, incluindo ensaios gravimétricos (umidade e perda ao fogo),
visuais (cor), granulométricos (residuo bruto) e de concentracao (densidade). A refracdo linear
¢ absor¢do d’agua foram determinadas seguindo as metodologias descritas pela ABNT (1984)
e ASTM (1988), respectivamente.

Ensaios de MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT) foi
utilizado para analise da atividade mitocondrial. No ensaio, MTT foi reduzido a sal de
formazan, colorido e insoluvel em &gua, pelo sistema succinato-tretazolio redutase, que
pertence a cadeia respiratoria mitocondrial. Para realizacdo da técnica, células da CN foram
cultivadas por um periodo de 24 horas na presenca ou ndo de bentonita (0,6 mg/mL). MTT foi
adicionado para cada pogo em uma concentragdo final de 150 pug/mL e as células foram
incubadas durante 2 horas a 37°C. O produto da reacdo foi dissolvido com dimetil sulfoxido
(DMSO) e quantificado através de leitura em espectrofotdmetro Bio-Tek FL-600 Microplate
Fluorescence Reader, em comprimento de onda de 540 nm.

Ensaio de sobrevivéncia celular: a morte celular foi analisada através das avaliacdes
morfoldgicas dos ndcleos picnéticos (visualizacdo da fragmentacdo da cromatina) através de
marcacdo por DAPI (Nones et al., 2013).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes formacdes geoldgicas podem afetar as propriedades quimicas e fisicas de
argilas, como bentonitas. Por este motivo, as amostras de bentonita extraidas de Criciima
(Santa Catarina, Brasil) foram inicialmente caracterizadas através das técnicas de DRX e
ensaios fisico-quimicos.

Nossos resultados de caracterizacdo corroboraram com os dados de Devreese et al.,
(2012) e Sampatakakis et al. (2013), que também demonstraram a presenca de picos de
montmorillonita (M), caulinita (C), muscovita (M) e quartzo(Q) (Figura 1).
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Figura 1. Difratograma de uma amostra de bentonita extraida da regido Sul do Estado de
Santa Catarina. Os minerais identificados na amostra foram: montmorillonita (M), caulinita
(C), muscovita (M) e quartzo (Q).

Apos a realizacdo da técnica de DRX, as amostras de bentonita foram submetidas a
ensaios fisico-quimicos. Nestas andlises, os resultados obtidos demonstraram que a densidade
da bentonita foi de 1,87 g/cm®, apresentando umidade <25,00% e perda ao fogo >5,00%.
Alem disso, ensaios fisico-quimicos de refracdo linear, residuo bruto, absor¢do d’agua e cor
de queima também foram analisados, conforme demonstrado na Tabela 1.

A determinacdo de propriedades fisico-quimicas é de fundamental importancia para
compreensdo da interacdo das particulas com diferentes fluidos (Viotti, 2006), incluindo
inclusive os que se encontram no meio celular. Por este motivo, ap0s a realizacdo destas
caracterizagdes fisico-quimicas, particulas argilominerais foram adicionadas a culturas de
celulas-tronco para avaliagdo da viabilidade celular, analisada através de ensaios de MTT.
Nossos resultados ndo demonstraram alteragdes nos valores de absorbancia apds 4 dias de
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tratamento com 0,6 mg/mL de bentonita (91% de absorbancia), quando comparado com o
grupo controle (100 % de absorbancia) (Figura 2).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas da amostra de bentonita proveniente de
Santa Catarina

Caracteristicas Variacdes (+/-)
Refracdo linear a 1160 °C 3,00 a 4,00% 0,80
Absorcao d’agua a 1160 °C 8,00 a 10,00% 2,00
Umidade <25,00% 2,00
Residuo Bruto #200 <20,00% 5,00
Densidade 1,87 g/em® 0,09
Cor de queima Amarela escura NA
Perda ao fogo a 1160 °C >5,00% 1,0

NA. ndo aplicado

Este efeito sugere que particulas de bentonita na concentracdo empregada ndo gera
citotoxicidade celular. No entanto, outros fatores precisardo ser avaliados para determinacéao
da dosagem correta a ser empregada durante a realizagcdo de ensaios terapéuticos, como por
exemplo, a avaliagdo do tempo de exposicdo (Maisanaba et al., 2013; Huang et al., 2013).
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Figura 2. Bentonita ndo afeta a viabilidade das células da CN. Culturas de células-tronco da
CN de codornas foram incubadas com DMSO (grupo controle) ou com particulas
argilominerais (bentonita 0,6 mg/mL). Apds 4 dias de tratamento, a viabilidade celular foi
analisada através das técnicas de MTT. Os resultados representam a média de trés
experimentos (triplicatas) independentes. * P <0,05 quando comparado com o grupo controle.

Considerando os resultados de viabilidade obtidos, ambos 0s grupos experimentais
citados acima (controle e bentonita na concentracdo de 0,6 mg/mL) foram submetidos a
andlises dos nucleos picnoticos. Nossos resultados demonstraram que as células-tronco da CN
tratadas com particulas argilominerais (0,6 mg/mL) ndo apresentaram nenhuma variagdo com
relagdo ao grupo controle (Figura 3).
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Figura 3. Bentonita ndo afeta a morte das células da CN. Culturas secundarias de células da
CN foram incubadas com DMSO (grupo controle) ou 0,6 mg/mL de bentonita. Apés 4 dias de
tratamento, a morte celular foi analisada por quantificacdo de células que apresentaram
nucleos picndticos. Os resultados representam a média de trés experimentos independentes
realizadas em triplicata + erro padréo. * P <0,05 quando comparado com o grupo controle.

Através deste estudo podemos concluir que particulas argilominerais na concentracdo de
0,6 mg/mL ndo induzem a morte e ndo reduzem a viabilidade celular. Estes resultados
sugerem que este material pode ser empregado em terapias envolvendo células-tronco,
reduzindo os efeitos colaterais de determinados farmacos e/ou otimizando o tempo de cura de
pacientes submetidos a estes tratamentos.
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